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• Abstract : 

FR2797186 A NOVELTY - Cosmetic compositions comprising a yeast active extract, are new. 

DETAILED DESCRIPTION - An INDEPENDENT CLAIM ; is also included.for the extraction of the active material from yeast, preferably 
Saccharomyces cerevisiae comprising: : : 4 " r ,! ! . ' f . 9 * - 

(1) dissolving yeasts in a slightly basic medium at a concentration of at least 20%, and stirred for 8 - 52 hours to hydrolyze the proteins; 

(2) filtering the mixture to separate the soluble from the insoluble; 

(3) washing to separate the active fraction from salts; 

(4) concentrating the active fraction; and 

(5) sterilizing filtration to produce a dry material content of 10 -200 g/liter, a total sugars content of 10 -100 g/liter and is of pH 4.0 - 10.0. 
ACTIVITY - Anti-aging; dermatological. 

Volunteers applied the composition to the area around the eyes for 28 days, and the change in the cutaneous microrelief was noted and compared with 
changes when a placebo was applied. There was a 20% decrease in the complexity of the microrelief and a smoothing was observed in 80% of cases.. 
MECHANISM OF ACTION - The product combats skin degradation and improves the dermo-epidermal junction by aiding synthesis of anchoring 
molecules such as integrins, fibronectin, and collagens IV and VII. 
USE - Anti-aging skin treatment to combat wrinkles. (Dwg.0/8) 
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PROCEDE D'EXTRACTION D'UN PRINCIPE ACTIF A PARTIR DE LEVURES, NOTAMMENT POUR LE 
TRAITEMENT DES RIDES, PRINCIPE ACTIF OBTENU, COMPOSITIONS COSMETIQUES ET TRAITEMENT 
ADAPTES. 

&) - L'objet de Pinvention est un proc£d6 d'extraction d'un 
pnncipe actif en vue de lutter contre la degradation de la 
jonction dermo-£pidermique pour am£liorer l r 6tat de surface 
de la peau, caracterise en ce que I'on realise les stapes 
suivantes' 

- on solubilise des levures en milieu aqueux l£g£rement 
basique & raison d'au moins 20 %, 

- nydrolyse des prolines en milieu basique, 

- agitation de 8 a 52 heures, 

- premiere filtration af in de s6parer les phases soluble et 
insolubie, 

- lavage contre eau afin de purifier la fraction active des 
sels 

- concentrations et filiations successives afin de con- 
centrer la preparation en fraction active, et 

- filtration stSrilisante. 

L'invention couvre aussi la composition et le traitement 
pour lutter contre la degradation de la peau. 
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PROCEDE D'EXTRACTION D'UN PRINCIPE ACTIF A PARTIR DE 
LEVURES, NOTAMMENT POUR LE TRAITEMENT DES RIDES, PRINCIPE ACTIF 
OBTENU, COMPOSITIONS COSMET.QUES ET TRAITEMENT ADAPTES 

La presente invention conceme un precede detraction d'un principe 
actif a partir d'au moins une levure en vue d'un traitement centre le 
vieiHissement de «a peau et notamment pour .utter centre ."apparition des 
rides. 

L'invention couvre aussi la principe actif obtenu, les composes 
cosmetiques qui rintegrent ainsi qua .a uaitemem envisage avac ce principe 
actif. 

„ existe une zone dite jonction dermo-epidermique qui const.tue une 

interface entre le derme et I'epiderme. 

Cette region est tres complexe et assure plusieurs fonctions elabordes 
oui se trouvent concernees lors de divers processus bio.ogiques comme la 
reparation tissu.aire. .'attachement ou la differentiation des ceUu.es 
6pidermiques. 

En effet, la jonction dermo-epidermique favorise les echanges du derme 
1 5 vers I'epiderme, et participe activement a la communication epidermique. 

Cette jonction dermo-epidermique joue aussi un r6.e tres important dans 
la cohesion "mecanique" entre le derme et I'epiderme, ceci grace a des 
molecules specif iques d'ancrage notamment : 

- les collagenes IV et VII 
20 - les intSgrines, 

- la fibronectine, 
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En effet, la jonction dermo-epidermique comprend essentiellement la 
membrane basale epidermique, les fibrilles d'ancrage et les hemidesrnosomes. 
Or cette membrane basale pr6sente une resistance m6canique 6lev6e, due 
notamment a la polymerisation de cette proline fibreuse qu'est le collagdne 
5 IV, prSsente sous forme de dim£res et de tetrameres. 

Le collagfcne VII quant £ lui est le composant majeur des fibrilles 
d'ancrage, Le collagdne VII peut se lier aux extr6mit£s N-terminales du 
collagdne IV et de la fibronectine pour former un r£seau. 

Les integrines sont des glycoprot6ines de surface constitutes de deux 

10 sous-unites a et p. Ces integrines sont sp£cifiques en fonction du type 
cellulaire qui les expriment. Les cellules en culture expriment notamment les 
integrines a 2 P t , a 3 P! et a 5 p v 

Les integrines a 2 p w exprimees par les keratinocytes et les fibroblastes 
represented des r6cepteurs cellulaires pour les collagenes de type IV ainsi que 

15 la fibronectine. Ces integrines jouent un role important dans le maintien de 
^organisation spatiale de la jonction dermo-epidermique et dans ses 
phenom6nes de reparation/cicatrisation. 

De la qualite des ancrages et done des liaisons & la jonction dermo- 
epidermique depend I'etat de surface de la peau. 

20 En effet, si la jonction dermo-epidermique est forte, avec des plis 

assurant une excellente cohesion entre derme et epiderme, la peau est 
faiblement ridee, tandis que tout relachement du a une synthese en plus faible 
quantite des molecules d'ancrage provoque un aplanissement de ('interface 
avec une perte de fermete et de rtgularite de la surface de la peau. 

25 Aussi la presente invention a pour but de proposer un principe actif qui 

permet de lutter contre les effets du vieillissement cutane par une action en 
profondeur, en stimulant la synthese des molecules d'ancrage telles que les 
integrines, la fibronectine et les collagenes IV et VII, ce qui favorise le maintien 
de la cohesion dermo-epidermique et la reparation tissulaire. De ce fait, la 

30 profondeur des rides diminue et le microrelief de la peau est Iiss6. 
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L'invention a aussi pour objet le precede detraction ainsi que les 
traitements cosmetiques qui consiste a appliquer ce principe actif dans une 

composition cosmetique. 

Les differents tableaux de resultats et les vues au microscope sont 

5 indiques dans les figures qui represented : 

- figure 1 , evaluation de ('expression des ARN messagers des molecules 

d'ancrage par rapport a un temoin, 

- figure 2, evaluation de Texpression des integrines, 

- figure 3, effets du principe actif sur la migration des fibroblastes 

10 - figures 4A,4B et 4C, vues au microscope des effets du principe actif 

sur la migration des fibroblastes 

- figure 5, resultats concernant la complexite du microrelief 

- figure 6, resultats concernant la complexite de la surface, 

- figure 7, resultats de Involution de la profondeur des rides, et 
1 5 - figure 8, resultats de revolution du volume des rides. 

Le principe actif selon la presente invention est maintenant decrit en 
commencant par son precede detraction et ses caracteristiques, en montrant 
les effets obtenus sur les differents mecanismes intervenant a la jonction 
dermo-epidermique. 

20 Le procede detraction du principe actif selon la presente invention 

consiste a utiliser de la levure du type Saccharomyces Cerevisiae 
Ce procede comprend les etapes suivantes : 

- solubilisation des levures en milieu aqueux legerement basique a raison 
d'au moins 20% avec eventuellement I'ajout d'un alcool afin de favoriser la 

25 solubilisation des levures. 

- hydrolyse des proteines en milieu basique, 

- agitation de 8 a 52 heures, 

- premiere filtration afin de separer les phases soluble et insoluble, 

- lavage contre eau afin de purifier la fraction active, 

30 - concentrations et filiations successes afin d'augmenter la fraction 

active, et 

- filtration sterilisante. 
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Le principe actif ainsi obtenu est caracteris6 par les param6tres 
analytiques suivants : 

- Taux de matiere seche : compris entre 10 g/l et 200 g/l plus 
particulierement entre 10 et 100 g/l, principalement entre 20 et 50 g/l. Ce 

5 taux est obtenu par passage h I'etuve a 105°C jusqu'a obtention d'un poids 
constant 

- Sucres totaux ; compris entre 10 g/l et 100 g/l, plus particulierement 
entre 10 et 70 g/l, principalement entre 20 et 50 g/l. 

La determination des sucres totaux est r6alis6e selon la methode de 
10 DUBOIS. On ajoute au principe actif 400 /j\ de phenol a 5% et 2000 //I d'acide 
sulfurique. 

La density optique de la solution est ensuite lue au spectrophotom6tre d 
490 nm. On effectue le m§me experience avec une gamme etalon allant de 25 
a 100 //g/ml d'une solution mannose, glucose et galactose 
15 - pH compris entre 4 et 10, plus particulferement 6 & 7. Ce paramdtre 

est mesure par la methode potentiometrique d temperature ambiante. 

1/ Evaluation de ^expression des arn messagers des molecules 
d'ancrage 

20 L'action du principe actif obtenu est etudiee sur des cultures de 

fibroblastes humains. 

On incube ces fibroblastes pendant 72 heures £ 37 °C dans une 
atmosphere contenant 5% de C0 2 , ceci en presence du produit. 

A la fin de I'incubation, les cellules sont recuper6es et les ARN totaux 
25 sont extraits. Les ARN ont ete reverses-transcripts et les ADN 
compiementaires obtenus ont et6 analyses par la technique polymerase chaTne. 

Parallelement/ les ARNm de la p-actine sont egalement analyses dans les 
memes conditions experimental a titre de temoin. On mesure I'intensite des 
bandes des amplicons sur des gels d'agarose, & Taide d'un analyseur 
30 d'images. 

Les resultats sont exprimes en pourcentage d'expression de TARN 
etudie pour chaque essai par rapport au temoin selon le ratio suivant : 
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o/oARNm/temoin = (R.E./R.T.) x 100 

R .E. = Intensite de la bande ARNm de la proteine testee / Intensite de la 

bande ARNm de la p-actine 
5 R . T . = mtensite de la bande ARNm de la proteine temoin / Intens.te de 

la bande ARNm de la p-actine 

On obtient les resu.tats recapitules dans le tableau de la figure 1, 
obtenus avec 2% de principe actif. On constate une augmentation de 
10 .'expression des ARNm des co.lagenes IV et VII et de la fibronectine dans les 
cultures de fibroblastes humains. 

On constate qee le principe actif indui. la secretion de proteines 
d'ancraoe de la jonction dermo-epidermique, no.emmen, les collates IV e. 
VII ainsi que la fibronectine. 

15 

21 MESURE DE L'EXPRESSION MEMBRANAIRE DES INTEGRINES 

On cherche a 6valuer en cytometrie de flux, .'expression membranaire 
des integrines a 2 p, sur des cu.tures de fibroblastes humain apres 24 et 48 
heures d'incubation en presence de 3% du principe actif. 
20 Les cellules sont marquees par des anticorps monoc.onaux diriges 

specif iquement centre les integrines de type ct 2 ou p, . 

Ces anticorps sont marques par un deuxieme anticorps fluorescent 
marque. Le niveau depression membranaire est determine par la mesure de 
fluorescence et analyse en cytometrie de flux. 
25 Les resultats sont exprimes en pourcentage d'augmentation du nombre 

de sites fluorescents par rapport a un temoin non traite. Us sont recapitu.es 

dans le tableau de la figure 2. 

On constate que 3% de principe actif favorise la synthese des integrines 
a 2 p, responsab.es de la cohesion de la jonction dermo-epidermique et des 
30 interactions cellulaires. 




2797186 



6 



3/ Evaluation des effets du principe actif sur la migration oes 

FIBROBLASTES 

On incube des fibroblastes humains dans un milieu de culture de 
fibroblastes auquel on additionne de la mitomycine C dont le role est de 
5 bloquer la division cellulaire en sorte de n'6tudier que la capacity de ces 
cellules a migrer. 

Ce test est conduit sur une culture monocouche de fibroblastes humains 
sur une lame de verre, couche dans laquelle on a effectu6 une coupure par 
exemple au scalpel, en sorte de g6n6rer une zone Iin6aire dans laquelle il n'y a 
10 plus de cellules. 

Cette coupure au moment TO est exempte de cellules. 

On determine au microscope Involution du nombre de cellules pr^sentes 
dans la zone couple, au cours du temps jusqu'a reparation. 

Le principe actif est introduit dans le milieu de culture a des taux de 
15 0,5%, 1% et 2%. 

Les r6sultats des comptages sont indiquSs dans le tableau de la figure 3, 
a T1 = 24, T2 = 48 et T3 = 72heures. 

Les figures 4A, 4B et 4C montrent des vues au microscope de la zone 
couple et de la densite croissante des cellules au cours du temps TO b T3. 
20 On note que le principe actif stimule la migration des fibroblastes. On 

constate que Taction du principe actif est immediate m6me a faible taux. 

4/ ETUDES DES EFFETS SUR DES VOLONTAIRES 

Le test est conduit sur 15 volontaires, de sexe teminin et de 48 ans 
25 d'age moyen. Ce test est realise avec une emulsion contenant 5 % de principe 
actif contre placebo. 

On realise des empreintes au niveau des deux pattes d'oie, c'est a dire 
la zone laterale exterieure autour de Toeil qui comporte des rides et ridules 
engendrees par le plissement des yeux. Ces empreintes sont effectu6es i JO 
30 (d<§but du test) et a 28 jours. 

Les parametres 6tudi6s sur les rides sont les suivants : 
- pour un effet lissant : complexity du microrelief cutan6 
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- pour un effet anti-rides : - complexite de la surface, 

- profondeur maximale de la ride (en mmj.et 

- volume de la ride (en mm 3 ) 

L'analyse etatistique des donnees permet de determiner I'effet 
6 signified dee variation* obtenues. Le rest utilise es, le test de Student sur 

donnees appariees. 

On note par les differences suivantes les variations des d.fferents 
parametres du relief cutane dans les zones retenues traitees avec le princpe 
actif Pr et avec le placebo PI. 
10 Ar = Pr J28 " Pf jo 

Al = Plj28 " p 'jo 

les variations entre les deux zones sont done : 
Ar - Al = (Pr J28 - P f Jo) " < P U - P'jo> 
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A partir des moyennes, on utilise la formule suivante 

(Pr JW -Pr JO )-(PI J 28-Pljo) 
A o /o = x100 

(PI J2B " PI jo) + Prjo 
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,es resultats concernant la complexite du microrelief sont recapitules 

dans le tableau de la figure 5. 

On constate une diminution de 20 % de la complexite du microrel.ef 

cutane. Cet effet lissant est observe chez 80 % des volontaires. 

Les resultats concernant Petude des rides est recapitule dans les 

tableaux des figures 6, 7 et 8. 

On constate une diminution de 38 % de la complexite de la surface. Cet 

effet a ete observe sur 73 % des volontaires. 

On constate une diminution de 21 % de la profondeur des rides. Cet 
30 effet a ete observ6 sur 67 % des volontaires. 

On constate enfin une diminution de 19 % du volume des rides sur 60% 

des volontaires. 
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Ainsi, le principe actif selon la presents invention amSliore de fagon trds 
sensible les qualites de la jonction dermo-6pidermique, ce qui a des effets 
significatifs sur l'6tat de surface de la peau. 

Le principe actif peut etre utilise par introduction dans toute preparation 
5 cosm^tique, quelle que soit sa forme gatenique, cr6me, Emulsion, solution. 

Afin de permettre de lutter contre les degradations de l'6tat de surface 
de la peau, la presente invention propose une application d'un produit 
contenant une quantite de 2 a 7 % de principe actif sur les zones affect6es, 
pendant des pSriodes de I'ordre de 28 jours. 
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REVENDICATIONS 



1 Precede detraction d'un principe actif en vue de hitter centre la 
degradation de .a jonction dermo-epidermique pour ameliorer Petat de surface 
de la peau, caracterise en ce que I'on realise les etapes suivantes : 

- solubilisation des levures en milieu aqueux legerement basique a ra.son 

5 d'au motns 20 %, 

- hydrolyse des proteines en milieu basique, 

- agitation de 8 a 52 heures, 

- premiere filtration afin de separer les phases soluble et insoluble, 

- lavage centre eau afin de purifier la fraction active des sels, 

10 - concentrations et filtrations successes afin de concentrer la 

preparation en fraction active, et 

- filtration st^rilisante. 

2 Principe actif obtenu par la precede salon la revendication 1. 
caractense an ca qu'il as, obtanu a partir da lavura de type Sacc/raromyces 

1 5 Cerevisiae et en ce que : 

- Ie taux de matiere seche est compris entre 10 et 200 g/l, 

. la quantity de sucres totaux est comprise entre 10 et 100 g/l, et 

- Ie pH est compris entre 4,0 et 10,0. 

3. Principe actif obtenu par Ie precede selon la revendicatien 1, 

20 caracteris6 en ce que : 

- Ie taux de matiere seche est compris entre 10 et 100 g/l, 

- la quantite de sucres totaux est comprise entre 10 et 70 g/l, 

- Ie pH est compris entre 6,0 et 7,0. 

4. Principe actif obtenu par Ie precede selon la revendication 1, 

25 caracterise en ce que : 

- Ie taux de matiere seche est compris entre 20 et 50 g/l, 

- la quantite de sucres totaux est comprise entre 20 et 50 g/l, 

- Ie pH est compris entre 6,0 et 7,0. 
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5. Composition cosm6tique mettant en oeuvre le principe actif selon la 
revendication 2, 3 ou 4 extrait selon le proc6d6 de la revendication 1, 
caract6ris6e en ce qu'elle se pr6sente sous forme de cr&me, d'£mulsion ou de 
solution. 

6. Traitement cosmStologique pour lutter contre la degradation de l'6tat 
de la peau en am£liorant les qualit6s de la jonction dermo-6pidermique, 
caractSrisS en ce qu'il consiste a mettre en contact avec la peau, une 
composition selon la revendication 5. 
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